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of) adoptive) regulatory) T) cell) (Treg)) therapy) are) underway) using) ex# vivo)
expanded)polyclonal)Tregs.)However,)pre[clinical)data)also)demonstrate)that)
islet[specific)Tregs)are)more)potent) than)polyclonal)Tregs)at) reversing)T1D.)
Translation)of) this)approach) into)man)will) require)methods) to)generate) large)
populations) of) islet[specific) Tregs)which,) to) date,) has) proved) to) be) a)major)
hurdle.)Here)we)demonstrate)the)feasibility)of)lentiviral[mediated)T)cell)receptor)
(TCR))gene)transfer)to)confer)antigen)specificity)on)polyclonal)human)Tregs.)
Targeting)has)been)achieved)using)TCRs) isolated) from)human) islet[specific)
and) viral[specific) CD4+) T) cell) clones.) Engineered) T) cells) demonstrated)
expression)of)ectopically[delivered)TCRs,)resulting)in)endowment)of)cognate)
antigen[specific) responses.) This) enabled) antigen[specific) suppression) at)
increased)potency)compared)to)polyclonal)Tregs.)However,)cells) transduced)
with) islet[specific) TCRs)were) less) responsive) to) cognate) antigen) than) viral[





















Type) 1) diabetes) (T1D)) results) from) a) profound) dysregulation) of) the) T[cell)
immune) response.) This) is) manifested) by) an) expansion) of) pathogenic) islet[
specific) T) cells,) leading) to) progressive) destruction) of) pancreatic) β[cells[1].)
Populations) of) Tregs) found) in) the) periphery,) including) those) expressing) the)
transcription) factor) Forkhead) Box) Protein) 3) (FOXP3)[2],) are) crucial) in)
maintaining)immunological)tolerance.)The)fundamental)role)played)by)Tregs)in)
controlling) autoimmunity) is) clearly) demonstrated) by) the) human) syndrome,)
‘Immune) dysregulation,) polyendocrinopathy,) enteropathy,) X[linked’) (IPEX),)
where)a)loss[of[function)mutation)is)present)in)the)FOXP3)gene.)This)mutation)
leads)to)development)of)a)range)of)autoimmune)disorders,) including)T1D,) in)
>80%) of) individuals) by) the) age) of) 2.) While) it) is) now) established) that) the)
frequency) of) Tregs) in) individuals)with) T1D) is) similar) to) that) seen) in) control)
individuals[3,)4],)several)studies)have)shown)that)the)functional)ability)of)Tregs)
to)suppress)autologous)effector)T)cells) is)significantly) reduced) in) individuals)
with)T1D.)This)abnormality) is)evident)before)clinical)diagnosis,)at)the)time)of)
diagnosis)and)many)years) following)onset)of)T1D[4[7].)Since)defective)Treg)
function) appears) to) be) central) to) the) pathogenesis) of) T1D,) it) is) logical) to)
hypothesise) that) correction) of) this) imbalance) may) slow) or) prevent) disease)
progression.) Consequently,) strategies) aimed) at) increasing) the) number) or)
functional) potency) of) Tregs) constitute) a) major) focus) of) clinical) trial) activity)
relating)T1D.))
)
One) alternative) option) to) therapeutically) manipulate) Tregs) is) the) adoptive)
transfer)of)ex#vivo)cultured)cells.)This)involves)the)isolation,)expansion)and/or)
invigoration)of)Tregs) from)an) individual,) followed)by) their) re[infusion) into) the)
patient.)This)therapeutic)approach)has)shown)great)success)in)animal)models)
of) transplantation) and) autoimmunity[8].) Clinical) protocols) have) now) been)
developed) to)generate) large)populations)of)human)Tregs)by)magnetic)bead)








While)polyclonal)Treg) therapy)has)now)reached) the)clinic,)data) from)mouse)
models) of) T1D) have) shown) that) adoptive) transfer) of) antigen[specific) Treg)
populations) is)more) potent) at) controlling)T1D[15[18]) and)may) even) reverse)
disease[15].)To)translate)antigen[specific)Treg)therapy)into)the)clinical)setting,)










virus) or) tumor) specific) TCRs).) By) contrast,) this) has) never) previously) been)








which) resulted) in) the) re[direction)of)antigen)specificity) towards)cognate) islet)





suppression) achieved) using) TCRs) with) specificity) for) viral) antigens.) These)
findings) demonstrate) the) feasibility) of) this) approach) for) the) development) of)
! 5!
antigen[specific) Treg) therapies) for) the) treatment) of) T1D.) They) also) raise)








cell) clones)using) the)RNeasy) total)RNA)extraction) kit) (Qiagen).) First) strand)
cDNA)was)produced)by)5′RACE)(SMARTer)5′RACE)kit,)Clontech))and)cDNA)
for) TCR) α) and) β) chains) were) amplified) in) separate) reactions) using) a)
TCR−chain) specific) and) 5′RACE) primers) (TRBC) primer:) 5′[















To)produce) lentivirus) (LV),)293T)cells)were)co[transfected)with) the) following)
plasmids:)TCR)expression)plasmid,)and)pCRV[1[26])encoding)viral)gag/pol#and)
vesicular) stomatitis) virus) G) (VSV[G)) viral) envelope) protein.) Vector) was)
collected) 72) hours) later,) titrated) and) stored) at) [80˚C.)Wild[type) Jurkat) cells)
(containing)endogenous)TCR))or)J76)Jurkat)cells)(lacking)an)endogenous)TCR))








blood) from) HLA[compatible) donors.) PBMCs) were) stained) with) anti[human)
CD4[APC) (BioLegend),) anti[human) CD25[PE) (BD) Biosciences)) and) anti[
human) CD127[Brilliant) Violet) 421) (BioLegend).) Single) lymphocytes) were)
identified) based) on) forward) and) side) scatter) parameters) and)
CD4+CD25hiCD127lo) cells)were) isolated) as) the)Treg) population) using) a)BD)
FACS)Aria)III) flow)sorter)and)FACSDiva)software)(BD)Biosciences).) Isolated)

















Initial) testing) of) TCR) function)measured) upregulation) of) the) early) activation)
marker)CD69)on)Jurkat) cells.)Briefly,) Jurkat) cells)were) incubated)with)HLA[
compatible)Epstein)Barr)virus)(EBV))transformed)B)cells)labelled)with)CellTrace)
violet)(Life)Technologies))at)a)ratio)of)1:2)in)round[bottomed)96)well)plates)at)
37˚C,) in) the) presence) or) absence) of) cognate) peptide) (listed) in) table) 1)) or)
CytoStim) (Miltenyi)) as) a) positive) control.) After) 16[18) hours,) cells) were)







































We) isolated) and) sequenced)TCR)genes) from) two) islet[specific)CD4+)T[cell)
clones,) namely) RAR5.3) (IA2[specific)) and) MHB10.3) (insulin[specific).) As) a)
control,)we)also)cloned)TCR)genes)from)an)influenza[specific)CD4+)T)cell)clone)







was) used) to) infect) J76) TCR) negative) Jurkat) cells,) resulting) in) >90%)
transduction)and)expression)of) transgenic)TCR)by)>90%)of)transduced)cells)
(Figure) 1B).) Notably,) although) we) observed) similar) levels) of) transduction)





















their) wild[type) cognate) peptide,) despite) responding) to) the) positive) control)
stimulus)(Figure)2D).)Previous)studies)with)the)original)MHB10.3)T)cell)clone)













To) test) the) function) of) our) transgenic) TCRs) in) human) Tregs,)
CD4+CD25hiCD127lo) T) cells) were) isolated) from) PBMCs) by) flow) sorting)
(Supplementary)figure)1A).)Isolation)of)cells)with)this)phenotype)has)previously)
been) demonstrated) to) yield) a) population) of) Tregs) enriched) for) FOXP3)
expression) and) with) potent) regulatory) function[29].) Following) transduction,)




difference) in) the) transduction) efficiency) of) Tregs) or) the) level) of) mCherry)
expression)in)transduced)cells)between)TCR)LVs.)The)purity)of)the)expanded)
transgenic)Treg)populations)were)similar) to) those)observed) in)untransduced)




In) order) to) test) the) function) of) transgenic) TCRs,) transduced) Tregs) were)
incubated)with)HLA[compatible)PBMCs)and)cognate)peptide.)After)16)hours,)
CD69) expression) was) quantified) within) the) mCherry+) gate) (Figure) 3B).) In)
agreement)with)data)generated)using)Jurkat)cell) lines,)stimulation)of)HA307)
and) RAR5.3[engineered) Tregs) in) this) manner) induced) significant) CD69)
upregulation)ion)response)to)cognate)but)not)irrelevant)peptide)(Figure)3C[D,)
Supplementary) figure) 4),) confirming) the) ability) of) these) TCRs) to) deliver) an)
activating)signal)in)human)Tregs.)However,)we)observed)no)response)to)wild[
type) B13) peptide) in) MHB10.3) Tregs.) Furthermore,) in) contrast) to) results)
produced)with)Jurkat)cells,)MHB10.3)Tregs)did)not)respond)to)the)APL)ΔC19.)
This)did)not)reflect)an)intrinsic)defect)in)these)cells)since)they)upregulated)CD69)
as) expected) upon) treatment) with) CytoStim,) a) positive) control) reagent) that)
crosslinks)the)TCR)with)MHC)molecules)found)on)APC)(Figure)3E).)As)CD69)
may)not)represent)the)best)marker)of)activation)for)Tregs,)we)also)assessed)
expression) of) other) molecules) associated) with) Treg) activation) (CD137) and)
GARP).)Expression)of) these)additional)markers)showed)the)same)pattern)of)









and) unresponsive) (mCherry+) CD69[)) MHB10.3[transduced) Tregs) by) flow)
sorting)(Figure)4A).)These)Treg)populations)were)re[stimulated,)expanded)and)
re[tested)for)responsiveness)using)peptides)presented)by)PBMCs.)While)the)
CD69[) MHB10.3) Tregs) remained) unresponsive) to) both) B13) and) ΔC19)








both) polyclonal) and) antigen[specific) suppression.) CellTrace) Violet) labeled)
PBMCs)were)stimulated)with)recall)antigens)leading)to)T)cell)proliferation)and)
dye)dilution) (example)gating)strategy)shown) in)Figure)5A).)This)proliferative)
CD4)and)CD8)T) cell) response)was)measured) in) the) presence) of) diluent) or)
peptide) to) control) for) any) effect) the) peptide) had) on) T) cell) proliferation.)




the) absence) of) cognate) peptide,) indicating) the) presence) of) non[specific)
suppression) (Figure) 6A[C).) This) suppression) was) dependent) upon) dose) of)
Tregs)and,)for)CD4)responses,)was)negligible)at)PBMCs:Tregs)ratios)of)50:1)
or) lower.) Stimulation) of) HA307) Tregs) with) cognate) peptide) resulted) in) a)
substantial)enhancement)of)their)suppressive)activity)that)was)evident)even)at)
very)low)ratios)of)PBMCs:Tregs)(such)as)1000:1),)demonstrating)the)presence)
of) potent) antigen[specific) suppression) (Figure) 6A).) Similarly,) we) observed)













the) APL) ΔC19) increased) suppression) further) to) 54%.) We) quantified) the)
! 13!
contribution) of) true) antigen[specific) suppression) for) each) Treg) cell) line) by)
subtracting)the)percentage)suppression)seen)in)the)absence)of)stimulation)from)


































reduced) compared) to) non[diabetic) individuals[3,) 4,) 30,) 31].) Research)










cell) destruction)such)as)Teplizumab) (anti[CD3)[32],)Alefacept) (LFA[3) Ig)[33])
and)anti[thymocyte)globulin/G[CSF[34],)which,)although)not)originally)designed)





Treg) numbers) in) individuals) with) T1D[12[14].) Large[scale) expansion) and)
infusion)of)autologous)Tregs)has)been)shown)to)be)safe,)with)some)efficacy)
reported)in)newly)diagnosed)children.)While)polyclonal)Treg)therapy)is)still)in)
the) early) stages) of) clinical) testing,) data) from) animal) models) of) transplant)
tolerance)and)T1D)suggests) that) islet[antigen)specific)Tregs)may)be)a)more)









predict) infusion) of) 10[100) fold) fewer) islet) antigen[specific) Tregs) would) be)
capable) of) producing) at) least) an) equivalent,) potentially) greatly) enhanced,)
therapeutic)benefit.)Our)data) indicates) that)we)are)able) to) routinely)produce)
>100) million) transgenic) Tregs) from) a) single) blood) draw) of) 100) ml,)
demonstrating) the) feasibility) of) our) protocols) for) the) production) of) clinically)
relevant) numbers) of) islet) antigen[specific) Tregs.) Given) the) known) ability) of)
FOXP3)Tregs)to)mediate)linked)suppression)following)activation)via)their)TCR,)
we)would)suggest)that)a)transgenic)Treg)specific)for)a)single)islet)antigen)would)







in) terms)of)markers)of) activation) (CD69))and) the)ability) to)mediate)antigen[
specific) suppression.) The) viral[specific) HA307) TCR) proved) to) be) the) most)
effective,)followed)by)the)islet[specific)RAR5.3)TCR)and)finally)the)islet[specific)
MHB10.3) TCR.) The) latter) required) the) use) of) an) APL,) a)more) potent) APC)
population)and)further)enrichment)of)responsive)cells)in)order)to)produce)Tregs)
capable)of)mediating)antigen[specific)suppression.)In)part,)poor)performance)
of) the) islet[specific) TCRs) could) have) resulted) from) variable) levels) of) TCR)
expression) as) was) observed) for) the) MHB10.3) TCR.) This) issue) could) be)
overcome) by) the) addition) of) a) second) disulphide) bond) between) the) TCR)
constant)regions[38[40],)or)codon)optimisation)of)the)TCR)genes[41,)42].)
)
In)addition) to)TCR)expression,)TCR)affinity) is)also) likely) to)be)an) important)
contributing)factor)to)the)suppressive)potency)of)a)transgenic)Treg)population.)
Investigation)into)how)efficiently)different)TCRs)activate)Tregs)has)previously)





Tregs) expressing) the) lower) affinity) TCR,) suggesting) that) TCR) affinity)
contributes)to)Treg)function.)In)contrast,)Plesa)et#al.)observed)a)similar)level)of)
antigen[specific) suppression) in) Tregs) transfected) with) a) high) affinity) HIV[
specific)TCR)and)a)lower)affinity)tumor)antigen[specific)TCR[22].)However,)it)
should)be)noted) that) the) study)was)performed)using)MHC)class) I[restricted)














basis) of) a) high) affinity) for) pathogen[derived) peptides.) The) lower) affinity) of)
autoreactive) TCRs) could) also) be) affected) by) differences) in) their) docking)
topology)with)the)MHC)peptide)complex.)A)recent)study)characterising)the)TCR)





required) when) developing) autoantigen[specific) Treg) therapies.) TCR)
engineering)could)be)employed)to)affinity)mature)the)autoreactive)TCRs)used)
in) this) study) into) higher) affinity) variantsw) however,) safety) concerns) due) to)
potential) off[target) specificities) make) this) option) unattractive.) Alternatively,)
naturally)occurring)islet[specific)Tregs)could)be)tested)as)a)source)of)potentially)
higher)affinity)TCRs.)Whether) the)TCRs) from) the)CD4+CD25hiCD127lo)Treg)
! 17!
population)have)similar)characteristics)to)the)autoreactive)TCRs)described)here)














































expression) of) the) transgenic) TCR) and) mCherry) was) assessed) by) flow)
cytometry) (B).)Mean) fluorescence) intensity) (MFI)) for) both)TCR)staining)and)
mCherry)expression)was)compared)for)each)cell)line.)Data)shown)is)from)three)
independent)transductions)(mean)±SEM))(C).)TCR+ve)Jurkat)cells)were)also)
infected) with) the) indicated) lentiviral) constructs) and) expression) of) the) TCR)
inferred)using)mCherry)expression)(D).))
)
Figure) 2.) Validation) of) transgenic) TCRs) in)model) T) cell) lines.) Islet[) or)
influenza[specific)TCRs)were)expressed)with)Jurkat)or)TCR[deficient)J76)cells)
by)lentiviral)transduction.)Transduced)cells)were)cultured)with)EBV)transformed)










the) HA307) (B),) RAR5.3) (C)) and) MHB10.3) (D)) cell) lines) (mean%±SEM).)
Statistical)significance)was)determined)using)a)two[tailed)Student’s)t)test)and)
at) least) triplicate) independent)measurements.)Each)TCR+ve) Jurkat) cell) line)
was)then)stimulated)with) titrated)concentrations)of) the) indicated)peptide)and)
expression)of)CD69)analyzed)as)described)above)(graph)shows)data)from)at)
least) duplicate) measurements) and) is) representative) of) two) independent)




Figure) 3.) Production) and) characterisation) of) transgenic) human) Treg.)
FACS)purified)human)Treg)were)transduced)with)each)TCR)LV)and)isolated)by)
flow)sorting)on)the)basis)of)mCherry)expression.)The)percentage)of)transduced)




hours,) cells)were) harvested) and) surface) expression) of)CD69) by)Tregs)was)
determined) by) flow) cytometry.) An) illustrative) example) is) shown) (B).) Each)
stimulation)condition)was)established)in)triplicate,)analyzed)independently)and)
used)to)calculate)mean)percentage)expression)of)CD69)for)HA307)(C),)RAR5.3)
(D)) and) MHB10.3) (E)) cell) lines.) Data) shown) is) from) triplicate) independent)
measurements)(mean%±SEM))and)statistical)significance)was)determined)using)















labeled)PBMCs) from)an)HLA)compatible) individual)were)stimulated)with) the)
pentameric)vaccine)Pediacel)at)a)final)dilution)of)1)in)1000)to)induce)a)recall)
response)in)the)presence)or)absence)of)1)transduced)Treg)per)50)PBMCs)alone)
or) together) with) 10) µM) peptide.) This) recall) response) was) measured) by)










were) stimulated) with) recall) antigens) Pediacel) or) Aggripal.) Transgenic)
Tregs) were) then) added) to) PBMC) at) the) indicated) ratios.) Two) different) co[
cultures)were)set)up)for)each)ratio,)one)stimulated)further)with)the)peptide)to)
which) the) transgenic) TCR) is) specific) and) one) stimulated)with) the) peptide’s)
diluent) control.) At) day) 6,) cultures) were) harvested) and) analyzed) with) %)
suppression)calculated)as) follows:)100)–)((%)proliferation) in) the)presence)of)
transgenic)Tregs)/)%)proliferation)in)the)absence)of)transgenic)Tregs)*100))
Suppression)by)HA307)Tregs) (A),)RAR5.3)Tregs) (B),) and)CD69+)MHB10.3)
Tregs)(C)) is)shown).)The)change) in)suppression)of)CD4+)T)cell)proliferation)
upon)peptide)stimulation)compared)to)diluent)alone)(Δ)%)suppression))is)shown)










Supplementary) figure) 2.) Isolation) and) phenotyping) of) human) Tregs.)
Freshly) isolated) human) PBMCs) were) stained) with) fluorescently) labeled)
antibodies)specific)for)CD4,)CD127)and)CD25.)Lymphocytes)were)identified)on)
the)basis)of)forward)and)side)scatter)and)doublets)excluded.)CD4+)T)cells)were)







Supplementary) figure) 3.) Expansion) profiles) of) transgenic) Tregs.) Cell)
number)was)monitored)to)test)whether)transduced)Tregs)could)be)expanded.)
Expansion)of)HA307)Tregs,)is)shown)in)(A),)RAR5.3)Tregs)in)(B))and)MHB10.3)
Tregs) in) (C).)Dotted) lines) indicate) the) day) on)which) transgenic) Tregs)were)
isolated)using)mCherry)expression)and)re[activated)or)cryopreserved.))
)
Supplementary) figure) 4.) Peptide) responses) of) TCR) transgenic) Tregs.)




µM),) or) CytoStim) (positive) control).) Following) incubation) for) 16) hours,) cells)
were)harvested)and)surface)expression)of)CD69)by)Tregs)was)determined)by)
flow)cytometry.)An)illustrative)example)is)shown)(B).)Each)stimulation)condition)
was) established) in) triplicate,) analyzed) independently) and) used) to) calculate)
mean) percentage) expression) of) CD69) for) HA307) (C),) RAR5.3) (D)) and)
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MH pELNSxm Treg peptide response
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Primary TREG expansion + RAPA
















Primary TREG expansion + RAPA
















Primary TREG expansion + RAPA
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